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　第2報において各紐織に対する抽出液の影響
を槍討しCholinesterase（ChE）特異性との関連及
びChE測定時の重要な役割について蓮べた。
　Ord＆Thompson1）等は抽出液と相侯って抽出
時におけるtrypsin処理が白鼠心室筋に対し有効
に作用して抽出を良好ならしめるが，脳に対して
は酵素作用を杢く不活性化することを：述べている。
　われわれはとの点に興味を持ち他細織に追試拡
張した結果trypsin作用力：ChE作用基，または
その構造究明への手掛りとなり得る如き成績を得
たので從來2）いわれる特異的ChE，非特異的ChE
を選定してそれら酵素液に対するtrypsin作川を
観察し興味ある成績を得たので報告する。
　　　　　　　　　実験方法
　1．測定：方法：第2i報に準ず
　2．酵素液作製方法及び測定操作
A．　｝由出過租におけるtrypsin処理
　a）酵素液作製は組織0．5～2．Ogを秤量し磨砕後0，025M
NaHCO3液20　cc（内20　mg／cc　trypsin水溶液1ccを含む）
を加えたもの及び〔m25　M　NaHCO3液20　cc（trypsinの代
りに蒸溜水ユccを含む）を加えたものの2種を準備した
　b）　書則定1彙f乍
噛H。。、＋、。yp、、。，抽｝1腋1器品温惣遣loo
対1臨，。、＋蒸溜水）抽1腋1叢去搬つきChE活
B．抽出ChE液に対するtrypsin処理
　a）酵素液作製は第蒋艮に從いpH8．2NaOH　li監を以て
1噂問抽出し上清を使用
　血球は脆繊維素血液4ccを遠心分離し沈渣を20　CGメス
チリンデルにNaOH：液を以て洗い込み全量⑳ccとする。
　b）　1則定操f乍
検出：酵素液lcc＋tryps量n水溶液4　ce＋
　　　　　　　　pH　S．磐燐酉簸衝液1Cc
　対照二酵素液1cc一卜蒸溜水1cc＋
　　　　　　　　pH　S，2燐酸緩衝液1cc
　　　　　　　　　　　・
　　　　　　38℃，30〆淵浴後，冷却一→trypsin前処letlt
　　　　　　　　　　　J
　　　　　上記液〔3cc）十Aeh液’1　e¢
　　　　　　　　　　　・
　　　　　38℃，30！浬浴後呈色反慮
　trypsin　前処置にはその】Omg／cc水溶液を用う。　その
際温浴作用によるChE活性値の変動を考慮して対照をとっ
た。また組織白身の色調を補正するためにtrypsin前処置
の3ccにAch液の代りに蒸溜水1ccを加えて温浴後呈色
反慮ぜしめたが多くの場合この必要を認めなかった・
　3．　使邦｛剰1糸哉
　犬1肝，膵），家蒐脳，白鼠（脳，心室筋），入及び犬の血球
及び血溶
1）　Ord，　M．　G．．＆　Thompson，　R．　H．　S．：　Biochem．　」．
　　49，　19」　（1・　951　）．
S’）　Whittaker，　V．　P．　：　Physio］．　Rev．　31，　3　（1951）．
9
一N後述のtrypsin作用時間の検討はtrypsin前処置の時
　　問的関係による阻害度を見たものである。
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4．trypsinは局方パンクレアチンを呪う。
　　　　　　　　　実験成績
　1．NaHCO3液抽出過程におけるtrypsinの影響
　第ユ衷，ee　1図に示す如く白鼠脳の場合は，輩に
NaHCO3液抽出時の上清ChE活性度は？．32　mgであるが
NaHCO3液抽出の山程にtrypsin処理を併用するとCNa一
耳CO3＋trypsin）．活性度は冶ど清失する。また家兎脳の場
合もNaHCO3液抽出では1．52　m霧であるが，　trypsin処
i哩併用では全く活性度は浩失したっ
　これに反し白鼠心室筋ではNaHCO3液で3．46　mgが
NaHCO3十trypsin液ではむしろ5．OS　mgと堀大を示し，
また肝の場合も9．5S　mgのものが10．74　mgとなった。し
かしながら犬膵の場合NaHCO3液18．04　mgのものが，
NaHCO3十trypsin液では5．18　mgとなり著明に減少を見
た。
無影響であるが2．5mg／ccでは約46％，5mg／ccでにs6％
101ng／ccではloo％阻害された。犬肝ChEではtrypsin
濃度1mg／cc，2．5mg／ccにおいて無影響であったが，
5mg／ccで8．7％，10　mg／cc，20　mg／ccでは約9％の阻害を
見たに過ぎない。犬：膵GbEでは1mg／ccで無影響である
が，2．5mg／ccで36％，5mg／cc　70％，10　mg／cc，20　mg／cc
では73％の阻害を見た。
第2表trypsin濃度とそのChE阻害度
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　　第1図抽出過程におけるtrypsinの影響
　（NaHCO3液抽出噂のChE活性度を100％とす）
2．ChE抽萬液に対するtrypsin作用
1）trypsin濃度1第露表，第2図）
　家兎脳，犬肝，膵CbEについて行なったとこるtrypsin
作用時問30分で脳ChEの場合trypsin濃度」mg／ccでは
伽癩　25 5 xo 乃P51η撒
　　　　　　第2図trypsinの濃度影響
　9）trypsinの作用噂問（第3表，第3図）
　上記の実験からtrypsin濃度iOmg／ccのものを用いて
家兎脳，犬肝，膵ChEをこついて行なった。家兎脳ChEで
は5分においてすでに40％の阻害を示し10！60％，20！80
％，30！で100％阻害された。　犬肝では5！及び10’では殆
ど影響は見られず20ノにおいて4％，30／9％，60’ll％で
あった。膵では5！において7％，10／］6％，20〆37％，30／73
％，60／85％阻害された。
　3．trypsinの各酵素液に対する影響
　1及び2の実瞼からtrypsin濃r隻10　mg／cc，作用HS問
は30分とした。第4表，第4図に示す如く犬肝CbEで
は9．46　mgの活性度がtrypsinを作用せしめると8．53　m望
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第3表trypsinの作用時間とそのChE阻害度
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第4図　各組織に対するtrypsinの阻害度
　4．trypsin作用後のRA淋の変化（第4表）
　夫肝．膵ChEについてtrypsin作用前のRAと作用後
のRAの変化を見た。肝では3．～〕6がtrypsin作用彫こよ
り5．94に，膵では1のものが4，57とおのおの」曾．大を見た。
第5表trypsin処理後のRAの変化
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で約9％の低下を示し，膵CbEでは18．16　mgが5，06　mg
となり72％の低下を見たが白鼠心室筋ChE　3．39　mg，犬
血清ChE　11．30mg，入血清ChE　15．50mgのそれぞれの活性
度には何弊の影響を認めなかった。これに反し家兎脳ChE
4．63mg，白鼠IJX　ChE　6．60　mg，犬血球ChE　O．85　mg，人血
球CbE　3．08　mgのおのおのの潅性度は全く1官失した。
第4表trypsinの各組織ChEに対する影響
　　　　　　　　Aeh分解：量mg／組織0。1　g
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懸第1報に述べた如くRA（relative　activity）＝0，025　M
　　Acb分解量／0．oo25　M　Ach分解量の比でRA＞1の場
総括並びに考按、
　Ord＆Thompson1）は白鼠心室筋を川v・て非特
異的ChE，脳からは特異的ChEの分離を行ってv・
る。彼等は心室筋抽出1子麸に少時闇trypsin酒化を：・
試みたが無影響であ砂，一方脳の場合にはtryps三il
処理によってChEの活性度は全く消失し非活性
化されることを認めた。そして彼等ぽ心室筋ChE
の分離に先立ち，その抽出の過程においてtrYpsin
を四川した場合には」蒲に移行するChE量は軍
にNaHCO3液：抽出に比較してかなり…多V・ことを
認め，この現象を心室筋ChEの純化に利用して
V・る。　trypsin処理のこのような関係から彼等は
trypin作月jとCllE特異性との岡に何等かの関蓮
を求めようとして特異的ChEである白鼠の横隔
膜につV・て検討したが杢く影響を認めなかったの
でtrypsin．?用は特異ll勺ChEに対して共通した
　　合は非特異的ChE，　RA〈1の場合・は1博異的ChEと
　　　した。
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作用を持たなV・ものであろうといっている。
　　一方Perry3）はmyosin－ATP－aseと混在する
　myoklnaeがtrypsinに二より著しく7省化される～＝
とを報じ敏室の宮崎，寺山，湯「］1坂4）もこの現象
を認めmy・・inの純化に利Slj・してv・る。
　　われわれは第ユ，5）2報においてChEの特異性
につV・て基質濃度及び抽出液の面がら検討を加え
て干たがt・yp・i・のこのような各糸［職ChEに対
する異なった作用に苛「’1し　trypsin作JIJがChE
の作用基並びに特異性，酵i素蛋白の性質，構造奪
に関し何等かの示唆が得られるのではないかとの
考えから彼等の成績を吟思するとともにMendell
等6）により主張されている非特異的，特異的ChE
の代表紐織をi選定しそれらに対するtrypsin作用
を拡張し検討した。
　　1・NaHCO3二二出過．程にお・けるTrypsinの影
　　響
　第1図に見る如く肝，心室筋の場合はNaHCO3液抽出
で得た上清よりもNaHCO3＋trypsin液抽出の．H喬ChE
は高い値を示したボ脳，膵では1宵失若しくは減退を見た。
心室筋，脳についてはThompson等と同様であった。
　このような関係は如何に解釈さるべきであろう
か。肝，心f＃筋と脳膵等ではおのおの酵素蛋白
の性質を異にし，前者ではそのitf性部分の分子が
小であるとすればtrypsln作用を受けす，またそ
の分子が組織蛋白の内部に包含されて器れば，
trypsinにより遊離するため，・その活性部分．の数
が増し結果として上清ChEの活性度が増加する
に対し，後者では分・子が大なるためにtrypsi」1に
より影響され破壊せられてChE活性度の三二を
來たす。即ち前『者ではtrypsinにより抽出能率が
潜門られたが後者ではむしろChEの活性化に影
響されると見るべきである。この関係ぽ以下の実
験で詳細に槍討された。
　2・各組織抽出液に対するTrypsinの作用と
　　ChE特異性について
　trypsin処理痔における濃度，作用II射1｛】はIO　mg／cc，
30分で充分であった。第姻に見るxl　i］くn鼠家冤脳，
及び入，犬の血球ChEでは100％の阻害を受けるに反．し，
札幌勲臣　1953
白鼠心室筋，入及び犬の血清ChEでは全く無影響であり，
肝ChEでは僅かに9％のβ且害を示したに過ぎない。犬膵
では72％の高度の阻害を見た。脳及び血球と心室筋及び血
清の関係はThompsonの成績と全く同様であった。即ち
肝ChE，膵ChEの例夕1・を除いて非特異的CbEに対して
trypsin作用は無影響であり特異的ChEに対してはその．
活性度を不活性化した。換言すればtrypsin作用は特…異
的CbEに対してのみ特有な阻筈作用を棊した。
　しかもその阻害作用は第3図に見る如く時旧とともに
現われる・この事実は從來用いられている各種℃hE・lsn．ee
剤に見るAcetylcholine（Ach）との競合いの作用機序の如
用度の大きなものでなく，そのli㈱・見られるように漸
次その作用は融艸村等s）のt・yp・in作用r醐曲線と類
似な酵素購の性格を示している・とがらしてt・yp・in
の作用は：正に酵素蛋白のjfli｛ヒit解に基づくものであろうこ
とは明かである。
　Thompson．）及びPerry等3）がtrypsin作用を馴化と
見倣して実瞼を鑑めていることもこの堀江からして当を得
たものであろうと思われる。
　われわれは上述のことよりtrypsinは特異的
ChEのみを消化分解し非特異的ChEに対しては
何等作用を示さないものと考える。しからば非特
異的ChEである血：L清，心室筋に対しては殆ど影
響を認めないに反し同種の犬肝，膵ChEが僅か
な若しくはかなりの阻害を見たこの一況矛盾した
成績は如何に論明されるべきであろうか。
　從來の研究．痔により，2）またわれわれが第1報
におしいて指摘した如く，組織ChEは総：てが劃然
と特異的，非特異的ChEの二つの性質に分けら
れるものではなく，その両者が混在する場合も考
えられるのである。例えば肝の場合では両者が混
在し・その割合は特異的ChEに比し非特異的ChE
がかなり高いと判断されている。そこでいま若し
肝ChEの場含特異的ChEのみカ：消化分解された
ものとすると好つれわれの成績の約9％活性度低下
の部分．がこれに該当し，残余のChE活性度は非
特異的ChEではないかと考えられる。
　心室筋ChEが無影響であるのはOrd＆Tho－
MpsonS）によると混在する特異的ChEカWの場合
よりも遙かに少ないために球績に変化を：現わさな
3）　Perry，　S．　V．：　Bioehem．　J．　48，　191　（1951）．
．4｝宮崎・寺山・湯田叛：札幌医誌　3，209（195幻．
5，今野：札医紀要　2，255〔1952，．
6）　Cit．　3）．
7）中村二J．BiOehem．31，3U（1940）．
S）　Cit．　2）．
4巻1号 今野一一Chdlinesteraseに関する研究　III 13
かつたものと思われる。また血．清中のChEは殆
どが非特異的ChEとすれば影響は見られなV・。
反面血球ChEの殆どが特異的ChEであり脳ChE
もまたしかりである。故にその殆どがtrypsinに
より消化される結果を見たのであろう。
　上述の関係をより明瞭にするために：第1報に
述べたRA（relative　activity）について検討して見
た。第5表に見る如く肝の場合のRA＝3．26（第
1報では42懸つであるがtrypsin作用後のRA
＝5．94となり特異的ChEが減少した結果RAは
大となり，ますます非特異的ChEの性格が判然
と現われた。この成績はtrypsin作用とChE特異
性との関係における前脚の考察を一門有利に導く
ものである。
　一方膵の場・合はRA＝1（第1報でぽRA二7㈱り
であるがtrypsinを作∫llせしめるとRA＝4・57と
なり明かに非特異的ChEの性質を示した。
　しかしながら膵において更に一つの矛盾に逢落
した。Mendell等7）によると膵ChEは明かに非特
異的ChEであD，またわれわれのRA＝1の成績
からしては非特異的ChEと4：寺異的ChEはほぼ同
一の割合に含まるべきものと思われる。にもかか
わらず73％のt．rypsinに：よる高度の阻害を見た
ごとである。即ち含まれる特異的ChEが完全に
沿化分解されたとしても，なおかつ残余の非特異
的ChEの活性度分として約50％ぽ存在しなけれ
ばならなし（筈である。trypsinの膵ChEに対する
この過剰な消化分解作用は如何に言口明されるべき
であろうか。
　Ord＆Thompson1）は精製された白鼠心室筋
ChEは非特異的，特異的ChEの他にAli－esterase
の存在を想像しているが，膵ChEもこの両者の
混在の他に彼等のV・うAli－esteraseの如きしかも
typsinによって消化され易い酵素系の存在を思
わしめるのである。な涛Ali－esteraseの存．在すべ
き白鼠心室筋がわれわれの場合trypsinにより影
響されなかったのはその含む割合がかなり低V・た
めであろら。
　またtrypsinの膵ChEに対する消化分解作用の
解明は日下のところ不明であり，膵ChEのみは
別席に取扱われるべき性質のものかもしれない。
V・すれにもせよ，膵ChE及びThompsonのいう
横隔膜ChEを除いてはわれわれの成績の範囲内
ではtrypsh1がChE特異性を決定づける一手段
たり得ることがうなづけるであろう。
　3．酵素蛋白の性質，構造とChE特異性
　Ord＆Thompson1）はChE精製の過程において非特1異
的ChEである白鼠心室筋の硫酸アンモンによる塩析は65
％聴取であり，特異的ChEである白鼠脳の場合は7％であ
った。この性質から思考するに前者はアルブミン，後活は
グロブリン的性格を示している。しかるに中村’s）はtry・
psinの丸切分解の難易を分解されやすい順に血清グロブ
リン〉血清アルブミンといってをり，かかる事実はtry・
psinの作用心機と関連してわれわれの成績と比較するに
興味ある事実である。
　V・ま非特異的ChEの酵素蛋白分子がアルブミ
ン系の非常に小さいものとするならばtrypsinは
このような分子に作用しないか，たとえ作用を及
ぼしても酵素作用に影響を與えるO’g．どではなく二
方特異的ChE分子がかなり大きいグロブリン系
のものとすれば，trypsinにより容易に影響せら
れ，その構造の破壊と血紅って酵素作刑の消失を
見るのではなかろうか。この関係は1の考察を更
に明確にするものである。
　即ち両ChEの酵．素蛋白の性質は明かに異なり
この事実がtrypsinをして異なった二つの作用を
発現させる因子となったものであろう。
　なお・Perry3）及び宮崎等4）がmyosin　ATP－ase
と混在するmyokinaseがtrypsinにより著しく
阻害されることを認めているが，両．者は機能上極
めて近縁のものであり，燐酸代謝におV・て密接な
る関係を有する酵素でありながら，trypsin’?用
の面から判然と区別されることは両者の構造に何
等かの弟異あることを立証するもので，われわれ
のChEに対するtrypsin作灯1と思V・合せて興味
＊eeee第1報では反雌i時pH　7．4であるが本実瞼はtrypsin
　　　処理の関係上pH　E　．2であり，その他実瞼條件を異に
　　　する。
＊＊＊＊ g用酵素液が膵の場合過剰であったためにAcbの分解
が高度で誤差大となり，從ってRA値は実際よりか
なり高い値を求めていたことが列つたのでここに訂
正する。
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あることと思われる。
　以上述べたChE特異性と関蓮する幾多の事実
ぽChE抽出液に対して得た結果であり，從って
このtrypsin作刑を以て直ちにChE特異性を決：
駕することは術早であるが，今日までChEの純
粋結品を得たものはなく，從ってその性質も判然
とせす，ただ阻害剤，基質．及びわれわれの提唱す
る方’法により類別しているに過ぎない。故にこの
方面の枡究にとって当然ChEの純化とV・うこと
．が重要問題となる・わ岬・れもまたChEの純化
を試みこれまで提唱し來つた種々の．方法を適雁ミ確
認すべく口下研究中である。
?
結 語
　L　抽出過稚におけるtrypsinの影響は脳，膵
でぽ著しく阻害するに反し，肝心室筋ではむしろ
促進的であった。
　2・trypsinのChEに対する阻害作用は從來の
ChE阻害剤と異なり，消化分解作用によるものと
考えられる。
　3．trypsinの消化分解作．f’｝1は膵ChEを除き特
異的ChEに対してのみ特イfであり非特異的ChE
に対しては無影響であった。
　4．両種ChEは酵素蛋白の性質を：それぞれ異
にする．ように思われる。　　（昭和28．1．12受付）
Summary
　　Recently（1951）　Ord　and　Thompson　have　found　that　trypsin　inactivates　the　action　of　cholines－
terase　（true‘ChE）　in’the　brain　while　it　does　not　affect　pseudo－ChE　in　the　heart　and　they　applied　their
discovery　to　heart　ChE　purification・
　　This　awokd　our　deep　interest　and　we　stat　rted　investigations　on　the　source　of　ChE　action　and　its
structure　by　means　of　trypsin　usln．cr　some　representative　tissues　containing　the　so－called　’true－ChE
－and　pseudo－ChE・．
　　Our　experiments　have　led　us　to　confirm　that　the　action　of　trypsin　is　clearly　nothing　but　digestive
action　and　it　inactives　the　action　of’狽窒浮?ＬChE　except　in　the　pancreas，　while　it　gives　rio　effect　on
pseudo－ChE・　We　also　have　proved　that　true－ChE　and　pseudo－ChE　each　have　en’L’yme　protein　of　a
different　structure．　（Received　Jan．　1：’・，1953）
